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 Ⅶ 
摘要 
未折叠蛋白应答（UPR）是真核细胞应对内质网压力而产生的一种自动调节
机制。在诸多疾病中都存在内质网稳态失调现象。越来越多的研究也发现了 UPR
应答分子在各类癌症中的失常表达，但调控机制还不甚清楚。而作为一条重要的
肿瘤抑制通路，Hippo 信号通路在调控器官大小和肿瘤发生方面的重要作用已广
为人知。我们的前期研究表明，Hippo 信号通路的缺失会引发 UPR 应答。在此，
我们试图进一步探究 Hippo 信号通路如何调控 UPR 应答。 
我们发现 UPR 应答的一条分支，PERK-eIF2α-ATF4 信号通路能够正调控
Hippo 信号通路下游的重要效应蛋白 Yap 的表达。而 CHOP-GADD34 路径能够
通过去磷酸化 eIF2α 的方式负反馈地调控 PERK 信号通路；Hippo 信号的激活能
够导致 GADD34 蛋白水平的增加并且能削弱 eIF2α 磷酸化水平。进一步地，我
们证实了 Lats1 能够通过与 GADD34 相互作用来促进其稳定不被泛素化降解。
此外，我们还发现，GADD34 能够与磷酸酶 PP1 结合，增强 PP1 对 eIF2α 的去
磷酸化作用，另一方面，GADD34 又能通过削弱 PP1 与 Yap 的结合而增强 Yap
的磷酸化水平。 
综合我们实验室早期的工作，我们得出结论，即在适应性 UPR 应答阶段，
PERK 信号通路促进 eIF2α 的磷酸化，特异性转录上调 ATF4 的翻译，然后 ATF4
转录上调 Yap 的表达，促进细胞存活。相反，在凋亡性 UPR 应答阶段，Hippo
通路的激活，导致 GADD34 表达增加，加强了对 eIF2α 的去磷酸化，削弱了对
Yap 的去磷酸化，使得 Yap 蛋白水平降低和 Yap 在细胞核内聚集减少，最终导致
细胞凋亡。 
关键词： Hippo；未折叠蛋白应答；GADD34；Yap
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Ⅷ 
Abstract 
In eukaryotic cells, the unfolded protein response (UPR) is an auto-regulatory 
program to cope with the endoplasmic reticulum (ER) stress. Deregulation of ER 
homeostasis has been implicated in various diseases. Altered expression of UPR 
related proteins has been identified in various cancers, but the mechanism remains 
largely unknown. The Hippo signaling is gaining widely recognition as an important 
player in both organ size control and tumorigenesis. Previous study showed the loss of 
hippo signaling resulted in the upregulation of UPR signals. Here we attempted to 
explore the role of Hippo signaling in the regulation of the UPR. 
We showed that the PERK-eIF2α-ATF4 pathway positively regulated the 
expression of Yap, the key dwonstream effector of Hippo signaling. CHOP-GADD34 
axis is the negative regulator of PERK branch of the UPR by dephosphorylating 
eIF2α. We found that activation of Hippo signaling lead to increased GADD34 
protein level and reduced phosphorylation of eIF2α. Furthermore, we identified that 
Lats1 could interact with GADD34 to promote its stability. We further reveal that 
GADD34 could bind to phosphatase PP1, enhancing eIF2α dephosphorylation. On the 
other hand, GADD34 increased Yap phosphorylation by sequestering Yap from PP1.  
Together with previous work from our lab, we conclude that during the adaptive 
UPR phase, PERK upregulated eIF2α phosphorylation to specifically enhance 
translation of ATF4, which subsequently induced the transcription of Yap to promote 
survival. In contrast, during the apoptotic UPR phase, the activation of Hippo 
upregulated expression of GADD34, which enhanced dephosphorylation of eIF2α but 
decreased dephosphorylation of Yap. Consequently, the downregulated Yap 
expression and reduced Yap nuclear accumulation led to apoptosis.  
Keywords: Hippo; UPR; GADD34; Yap. 
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前言 
1.1 内质网与蛋白质折叠 
真核细胞中约有 30%的蛋白是经分泌途径产生的[1]。内质网是负责可分泌蛋
白折叠与合成的重要亚细胞室，是执行和调控多种翻译后修饰以确保蛋白正常功
能发挥的主要场所[2,3]。同时，内质网还是细胞内主要的 Ca2+储存库，对胆固醇，
类固醇和其他脂类的合成具有重要作用。初生蛋白转运到内质网后，在折叠酶、
分子伴侣和辅助因子的共同协作下被正确折叠修饰为具有功能的成熟蛋白，然后
经囊泡结构转运到各种细胞器、细胞表面或者胞外[4,5]。虽然各种不同的分子伴
侣和折叠酶在内质网腔中大量表达，但对于这些酶如何相互影响，蛋白折叠通路
是如何调控的还知之甚少。目前，研究较为清楚的辅助折叠的蛋白有，免疫球结
合蛋白 Bip(immunoglobulin binding protein,也被称为葡萄糖调节蛋白 78，Grp78),
葡萄糖调节蛋白 94(glucose-regulated protein 94,Grp94) , 内质网蛋白 57 
(Endoplasmic reticulum resident protein 57，Erp57),二硫键异构酶(protein disulfide 
isomerase, PDI)，钙连蛋白 Calnexin 和钙网联蛋白 Calreticulin[6-8]。而最为人们熟
知的信号通路是 Calnexin-Calreticulin 循环。在内质网中，初生蛋白首先经葡萄
糖苷酶Ⅰ和葡萄糖苷酶Ⅱ去除两个葡萄糖，然后被 Calnexin-Calreticulin 复合物
识别，Erp57 作为一种二硫键异构酶与 Calnexin 结合，辅助初生糖蛋白通过释放
大部分的糖多肽而转变为极具转运能力的中间态，然后进一步去糖基化和部分去
甘露糖基化的微调，形成折叠成熟的蛋白经囊泡转运出内质网[9]。未成功折叠的
糖蛋白会再次结合上 Calnexin-Calreticulin 复合物，尝试进行二硫化物重组的再
次折叠，而最终未完成折叠或错误折叠的蛋白将被转运出内质网，被蛋白酶体降
解，即内质网关联降解通路（ER-associated degradation pathway, ERAD）[10]。 厦
门
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图 1.1 内质网腔的糖基化作用[9] 
Fig 1.1 Glycosylation in the ER lumial[9] 
1.1.1 内质网压力和非折叠蛋白应答 
蛋白质折叠的有效性和高保真性，受到细胞内多种微环境和信号通路的调
控。有研究指出，内质网腔中蛋白浓度的最大极限为 100mg/ml，这使得内质网
微环境对蛋白质累积非常敏感[7,11]。生理情况或病理情况下对内质网中蛋白折叠
过程的干扰，都将导致未折叠蛋白和错误折叠蛋白的累积，造成内质网压力(ER 
stress)。为应对发生的蛋白折叠异常，细胞激活一系列适应性机制以缓解内质网
压力，这些活化反应统称为未折叠蛋白应答(unfolded protein response, UPR)。UPR
应答是一个复杂的信号转导通路，在感知内质网中蛋白负荷状况后，能通过增强
蛋白折叠能力或降低未折叠蛋白负荷的方式来稀释内质网压力。当细胞遭遇不可
逆的 ER Stress 时，UPR 应答机制无法使细胞恢复内质网稳态，此时的 UPR 应
答将启动促凋亡通路以清除受损细胞[1]。 
造成 ER stress 的因素有很多,例如蛋白质成熟异常，分子伴侣异常，疾病导
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致的突变体蛋白累积，内质网容积缩小，氧化还原异常等等[12,13]。对于专门的分
泌型细胞来说，例如 β 胰腺细胞，B 淋巴细胞，唾液腺细胞等，合成蛋白量的高
需求本身就对内质网造成了持续性的压力[14]。为能够有效应对蛋白合成与分泌
不平衡造成的蛋白水平的生理性波动，UPR 应答能够重编程分泌路径相关基因
的转录组，通过影响分泌路径关联蛋白的表达水平来调控内质网稳态。 
1.1.2 Bip 和三种感应蛋白 
在细胞质、线粒体和内质网中，含有高浓度的分子伴侣来辅助蛋白折叠。经
典的分子伴侣是属于热休克蛋白家族(Heat shock proteins, HSPs)成员，按分子量
大小又分为 Hsp40,Hsp60,Hsp70,Hsp90 和 Hsp100 等多个亚家族[9]。在内质网腔中
不存在 Hsp60 亚家族的分子伴侣，但含有 Hsp40 亚家族的内质网 J 蛋白 ERdj1-5，
Hsp90 家族的葡萄糖调节蛋白 94（Glucose regulated protein 94, Grp94）,Hsp100
亚家族的 Torsin A 和 Hsp70 亚家族的一种分子伴侣，即免疫球结合蛋白
Bip(immunoglobulin binding protein,也被称为葡萄糖调节蛋白 78， glucose 
regulated protein 78, Grp78)。 
Bip 是内质网中最主要的调节蛋白，参与新生合成多肽的跨内质网膜转运，
折叠，组装和寡聚化过程，参与错误折叠蛋白的转运，以及调节 Ca2+稳态平衡。
除了发挥分子伴侣作用以外，Bip 还是 ER stress 信号转导的关键调节因子，是响
应 UPR 应答而发生高表达的标志性蛋白[13,15]。在正常细胞中，Bip 表达量很低，
以至于难以检测到；一旦错误折叠蛋白累积造成内质网蛋白负荷过高时，Bip 蛋
白水平显着提高以辅助蛋白折叠，缓解 ER stress，促进细胞存活。 
在真核细胞中，UPR 应答通过一系列的促存活机制来应对 ER stress，包括
增大内质网膜的面积，选择性合成蛋白折叠相关调节因子以及减少进入内质网腔
的蛋白总量等[9]。在分子机制上，UPR 应答主要由三种压力感应蛋白介导，分别
是 PKR 样蛋白激酶（PKR like ER Kinase, PERK）、肌醇需求酶（Inositol-requiring 
enzyme 1，IRE1α/β）和激活转录因子 6（Activating transcription factor 6，ATF6α/β）
[16]。UPR 应答的这三条分支分别调控特异转录因子的表达和信号通路，最终协
同缓解ER stress。在未受压力刺激的细胞中，Bip结合并抑制效应蛋白PERK,IRE1
和 ATF6 的激活，当错误蛋白折叠累积引起 ER stress 时，Bip 偏好性地选择与错
误折叠蛋白结合，PERK,IRE1 和 ATF6 纷纷与 Bip 蛋白解离而得到活化。 
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图 1.2 内质网压力感应分子[1] 
Fig 1.2 ER stress sensors [1] 
1.2 UPR 应答的三条信号通路 
1.2.1 IRE1α信号通路 
作为第一个被清除了解的ER stress感应蛋白，IRE1属于Ⅰ型跨膜蛋白，具有
丝苏氨酸激酶活性和核糖核酸内切酶活性。IRE1分为三个结构域：位于内质网
腔的N端结构域，位于细胞质中的激酶结构域，以及位于细胞质中的核糖核酸内
切酶结构域。UPR应答发生时，IRE1与Bip解离，单体存在的IRE1经寡聚化形成
二聚体IRE1而被活化，引发激酶结构域发生自磷酸化，磷酸化后的IRE1构象发
生改变，继而激活核糖核酸内切酶结构域[17,18]。哺乳动物细胞中存在编码IRE1α
和IRE1β的两种基因，其中，IRE1α广泛存在于各种组织器官中，而IRE1β只在肠
上皮细胞中大量表达[19,20]。活化的IRE1α切割编码转录因子X-box结合蛋白
1(X-box binding protein 1, XBP1)的mRNA，切除了一个长26bp的内含子后，使编
码XBP1的mRNA阅读框发生移码，由此产生一种稳定表达的且活化的全新转录
因子，切割型X-box结合蛋白1 (spliced XBP1, XBP1s)[ 21-23]。XBP1蛋白属于
CREB/ATF转录因子家族，含有碱性亮氨酸拉链结构域。XBP1在各种组织器官
均有表达，但在外分泌腺，成软骨细胞和肝脏细胞等质膜细胞中表达最高[24]。
未切割的XBP1(unspliced XBP1,XBP1u)极不稳定，容易被蛋白酶体降解，所以在
正常细胞中难以检测到。虽然不稳定，但XBP1u能够依靠其C端的一段进化上高
度保守的氨基酸序列结合在内质网膜上，有利于自身的mRNA定位于内质网膜
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上，被IRE1α识别[25]。XBP1s转录因子进入细胞核后，激活内质网降解增强型α
甘露糖苷酶样（ER degradation-enhancing _-mannosidase-like protein，EDEM）基
因的转录，能够增强内质网关联降解途径（ERAD）、蛋白折叠、囊泡转运过程
的多种蛋白的表达。已知受XBP1s调控的蛋白有分子伴侣Grp58,Erdj4,二硫键异
构酶PDI，糖基化关联蛋白Ramp4,以及ERAD通路相关蛋白EDEM等[26,27]。此外，
XBP1s 还调控脂类合成的相关基因，这对于在ER stress条件下，分泌型细胞的内
质网膜扩增具有重要作用[28-30]。例如在活化的B淋巴细胞中，XBP1s的表达增加
会导致内质网和高尔基体容积的变化，进而引起细胞尺寸增大。 
 
图1.3 IRE1信号通路[16] 
Fig 1.3 The IRE1 pathway[16] 
1.2.2 PERK 信号通路 
PERK 属于Ⅰ型跨内质网膜蛋白激酶，分为两个结构域，与 IRE1 同源的进
化上保守的 N 端结构域位于内质网腔中，而 C 端的激酶结构域暴露于细胞质中
[31]。PERK 的激活方式与 IRE1 类似，即在 ER stress 条件下，PERK 与 Bip 解离
后形成单体蛋白，经二聚化甚至是更有序的多聚体后，PERK 蛋白被激活，发生
自磷酸化[32,33]。PERK 蛋白一旦被激活，能够特异性地磷酸化真核翻译起始因子
（eukaryotic initiation factor 2 alpha,eIF2α）第 51 位丝氨酸而普遍性地抑制蛋白翻
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